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Resumo 
 
A deficiência na desidrogenase dos ésteres acil-coenzima A de cadeia média (MCADD, 
OMIM 201450) é o erro hereditário mais comum da ß-oxidação mitocondrial dos ácidos 
gordos (mFAO). Esta doença autossómica recessiva caracteriza-se por crises de 
hipoglicémia hipocetótica, síndrome de Reye, coma e morte mas pode também revelar-se 
assintomática. A importância de um diagnóstico precoce levou ao alargamento do rastreio 
neonatal para inclusão desta deficiência.  
Um dos objectivos deste trabalho consistiu na caracterização molecular de uma população 
de doentes MCADD e respectivas famílias, num total de 180 indivíduos. Foi encontrado um 
genótipo compatível com a doença em 60 destes indivíduos, incluindo 15 casos familiares. 
À semelhança de outras populações, a maioria dos doentes apresenta em homozigotia a 
mutação c.985A>G (p.K304E) no exão 11 do gene ACADM. Curiosamente, 86,7% dos 
indivíduos são de etnia cigana. Na totalidade dos alelos mutados estudados foi identificada 
uma associação deste genótipo com o haplotipo 112 (H1) referente a três polimorfismos 
intragénicos, respectivamente para os enzimas BamHI, PstI e TaqαI. Neste estudo foram 
ainda identificados dois novos haplotipos (212, 122) e duas novas substituições, c.503A>T 
(p.D143V) e c.1205G>T (p.G377V), ambas em heterozigotia. Não foi encontrada uma 
relação clara entre o genótipo dos doentes e o seu fenótipo clínico ou metabólico 
(acilcarnitinas e acilglicinas). 
A fim de inferir o carácter patogénico das novas mutações encontradas, desenvolveu-se um 
sistema heterólogo que permitiu expressar, purificar e caracterizar enzimaticamente, não só 
uma forma recombinante da MCAD selvagem, mas também da variante p.G377V, a qual 
demonstrou uma actividade residual de cerca de 27% relativamente à forma selvagem 
confirmando assim a nova mutação c.1205G>T como causadora de doença. 
No seu conjunto os dados obtidos poderão contribuir para um melhor conhecimento das 
bases moleculares subjacentes à MCADD e a longo prazo promover o desenvolvimento de 
novas estratégias terapêuticas para esta doença hereditária do metabolismo. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Metabolismo lipídico; ß-Oxidação mitocondrial dos ácidos gordos; 
Desidrogenase dos ésteres acil-coenzima A de cadeia média; Deficiência na 
Desidrogenase dos ésteres acil-coenzima A de cadeia média. 
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Abstract 
 
 
The medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD, OMIM 201450) is the 
most frequent inborn error of the mitochondrial fatty acid ß-oxidation (mFAO). This 
autosomal recessive disease is characterized by hypoketotic hypoglycemia, Reye-like 
syndrome, coma and death or it may be asymptomatic. The importance of an early diagnosis 
led to the introduction of this pathology in newborn screening programs.  
One of the goals of this work consisted in the molecular characterisation of a group of 
MCADD patients and families in a total of 180 individuals. A disease-related genotype was 
found in 60 of these individuals including 15 familial cases. As previously described, the 
majority of the patients were homozygous for the c.985A>G (p.K304E) mutation in the exon 
11 of the ACADM gene. Interestingly, 86.7% of the individuals were from gypsy ancestry. 
For all the mutant alleles investigated, an association was found between this genotype and 
the haplotype 112 (H1) concerning intragenic polymorphisms for the enzymes BamHI, PstI e 
TaqαI. In this study two undescribed haplotypes (212, 122) and two novel substitutions, 
c.503A>T (p.D143V) and c.1205G>T (p.G377V), both in heterozygosity, were found. As 
previously reported for MCADD, it was impossible to find a clear relation between patients’ 
genotypes and the clinical or metabolic (acylcarnitines and acylglycines) phenotypes. 
In order to evaluate the pathogenic effect of the two new mutations, an heterologous system 
was developed allowing the expression, purification and enzymatic characterisation of a 
recombinant form of the wild-type MCAD and also of the variant p.G377V which revealed a 
residual activity of about 27% of the wild-type protein thus confirming the disease causing 
effect of the novel c.1205G>T mutation. 
Taken together the data gathered herein may contribute to better understand the molecular 
basis of MCADD and in long-term to the development of new therapeutic approaches for this 
inborn error of metabolism. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Lipid metabolism; Mitochondrial fatty acid ß-oxidation; Medium-chain acyl-
Coenzyme A Dehydrogenase; Medium-chain acyl-Coenzyme A Dehydrogenase deficiency. 
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1. INTRODUÇÃO 
A deficiência no enzima desidrogenase dos ésteres acil-coenzima A de Cadeia Média 
(Medium-Chain Acyl-Coenzyme A Dehydrogenase Deficiency, MCADD, OMIM 201450) é 
considerada o defeito mais comum da ß-oxidação mitocondrial dos ácidos gordos 
(mitochondrial Fatty Acid beta-Oxidation, mFAO) [1]. Desde a descrição do primeiro doente 
com alteração na MCAD em 1976 por Gregersen et al. [2] vários outros casos foram 
descritos na literatura. Trata-se de uma doença hereditária de transmissão autossómica 
recessiva que se manifesta mais frequentemente nos primeiros dois anos de vida podendo 
igualmente ser diagnosticada no período neonatal ou mesmo na idade adulta [3]. Apesar da 
gravidade da doença, é frequente encontrarem-se indivíduos assintomáticos, principalmente 
entre os familiares dos casos estudados e que por motivos genéticos ou ambientais nunca 
se manifestaram clinicamente. O número de doentes identificados como portadores de um 
defeito hereditário do metabolismo associado à mFAO tem aumentado nos últimos anos 
principalmente devido aos avanços no diagnóstico [3,4].  
A MCAD (E.C.1.3.99.3) é um dos enzimas envolvidos na primeira etapa da principal via 
metabólica responsável pela degradação celular dos ácidos gordos, o ciclo da ß-oxidação 
mitocondrial dos ácidos gordos. 
1.1.  ß-Oxidação mitocondrial dos ácidos gordos (mFAO) 
A maior parte da reserva energética do organismo encontra-se armazenada sob a forma de 
triacilgliceróis, os quais podem ser hidrolisados por lipases a glicerol e ácidos gordos. Os 
ácidos gordos são preferencialmente metabolizados no mitocôndrio por um conjunto de 
enzimas que compõem a ß-oxidação mitocondrial dos ácidos gordos. A mFAO consiste num 
importante processo metabólico que ocorre em vários organismos, incluindo o homem, e 
que representa a principal fonte de energia para o organismo durante os períodos de jejum, 
stress metabólico e exercício físico intenso e prolongado [5]. 
Antes de entrarem no mitocôndrio, os ácidos gordos de cadeia longa são activados no 
citoplasma a ésteres de coenzima A (ésteres acil-CoA) pela acção de sintetases de ésteres 
acil-CoA, entre elas a sintetase dos ésteres acil-CoA de cadeia longa, localizada na face 
externa da membrana externa deste organito. Uma vez que a membrana interna do 
mitocôndrio é altamente impermeável à passagem de diversos iões e solutos, para que 
estes ésteres acil-CoA possam ser completamente metabolizados no mitocôndrio é 
necessária a intervenção do chamado ciclo da carnitina, o qual envolve duas enzimas, um 
transportador e o aminoácido carnitina. Apesar de ainda não estar totalmente esclarecido, 
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julga-se que os ácidos gordos de cadeia curta e média entram directamente na matriz 
mitocondrial onde se transformam em compostos activos [6].  
Uma vez na matriz mitocondrial, os ésteres acil-CoA passam por uma espiral de reacções 
enzimáticas em que o carbono β (o carbono 3) do radical acilo é oxidado, sendo o acil-CoA 
encurtado, em cada ciclo, em 2 átomos de carbono, os quais são libertados sob a forma de 
uma unidade de acetil-CoA (C2). Cada ciclo de mFAO engloba quatro passos: o primeiro e o 
terceiro são catalisados por desidrogenases, o segundo por uma liase (hidratase) e o último 
por uma transferase (tiolase) [5] (Fig.1). Para cada um dos passos do processo de mFAO 
existem diferentes isoenzimas que apresentam especificidade consoante o tamanho da 
cadeia carbonada dos ésteres acil-CoA a serem metabolizados.  
A MCAD é um dos isoenzimas da família das desidrogenases dos ésteres acil-CoA que 
apresentam o FAD (dinucleótido de flavina e adenina) como grupo prostético [5] e que são 
responsáveis pela catálise do primeiro passo de desidrogenação do ciclo da mFAO onde o 
éster acil-CoA é convertido em trans-∆2-enoil-CoA (acil-CoA insaturado com uma dupla 
ligação entre os carbonos α e β). A MCAD é necessária para a oxidação dos ésteres acil-
CoA de cadeia média, preferencialmente de C6-C10. Os electrões libertados na 
desidrogenação do éster acil-CoA são transferidos para a cadeia respiratória numa 
sequência de reacções redox que envolvem grupos FAD (dinucleótido de flavina adenina) 
existentes na desidrogenase dos ésteres acil-CoA, na flavoproteína transportadora de 
electrões (ETF) e finalmente na desidrogenase da ETF (ETFDH), que doa por sua vez estes 
electrões à ubiquinona da cadeia respiratória [7]. 
Este primeiro passo é seguido de uma hidratação, uma segunda desidrogenação e 
finalmente uma clivagem tiolítica que resulta na produção de acetil-CoA e de um derivado 
acil-CoA encurtado em dois átomos de carbono, que reentra no ciclo [5,7] (Fig.1). 
As moléculas de acetil-CoA, produto da mFAO, são posteriormente convertidas, ainda no 
mitocôndrio, pelo Ciclo do Ácido Cítrico e Cadeia Respiratória, a CO2 e H2O com produção 
de energia sob a forma de ATP. Alternativamente são utilizadas no fígado para a síntese de 
corpos cetónicos, compostos que podem ser utilizados como fonte auxiliar de obtenção de 
energia em muitos tecidos, incluindo o cérebro [6]. 
Os ácidos gordos podem ainda ser metabolizados ao nível do retículo endoplasmático 
através das denominadas ω e ω-1 oxidação de onde resulta a produção de ácidos 
dicarboxílicos. Estas vias metabólicas alternativas tornam-se essenciais na metabolização 
dos ácidos gordos quando a β-oxidação está comprometida [5]. 
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Figura 1. Representação esquemática do ciclo da ß-oxidação mitocondrial dos ácidos gordos. CR-cadeia 
respiratória. Adaptado de [5]. 
1.2. O enzima MCAD humano (hMCAD) 
1.2.1. Localização e organização do gene ACADM 
A MCAD humana é codificada pelo gene ACADM. Com 44 Kb organizadas em doze exões 
e treze intrões e uma sequência codificante composta por 1265 pb (Anexo 1; NCBI 
NM_000016.4), este gene localiza-se no braço curto do cromossoma 1 na posição 31 
(1p31), entre os pares de base 75 962 869 e 76 001 770 [8,9,http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ACADM].  
1.2.2. Estrutura do enzima 
A MCAD é uma flavoproteína homotetramérica com 44 kDa (Fig.2A). Cada monómero 
(Fig.2B) é constituído por dois domínios, estruturados em hélices α densamente 
empacotadas formando o núcleo do tetrâmero, correspondentes às extremidades amina 
(resíduos 1-129) e carboxilo (resíduos 240-396) que flanqueiam um terceiro domínio 
intermédio (resíduos 130-239) exposto à superfície da molécula constituído por 2 folhas ß 
ortogonais (Fig.2C). O centro catalítico, consistindo nos sítios de ligação do substrato e do 
co-factor natural FAD, é formado pela interface do domínio β com o domínio α C-terminal. A 
estrutura 3D consiste num arranjo tetraédrico de um dímero de dímeros. As interacções 
entre 2 monómeros formando um dímero é extensa e envolve o sítio de ligação ao FAD, 
enquanto a interacção entre os dímeros envolve maioritariamente grupos de 4 hélices α [10]. 
A hMCAD é usualmente traduzida no citosol em poliribossomas livres, como uma proteína 
precursora de 421 aminoácidos (aa) contendo uma sequência sinal de 25 aa (Anexo 2) que 
a direcciona para o mitocôndrio, onde a aquisição da conformação final (folding) de cada 
monómero ocorre por intervenção do sistema de proteínas chaperones Hsp60. Após a 
importação mitocondrial, cada subunidade é processada com remoção do péptido sinal 
(C16) R – CH2 – CH2 – CH2 – C – S-CoA
O
FAD FADH2
R – CH2 – C     C – C – S-CoA
H
H O
β α
H
2
O
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0H
H O
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NADH  +  H+
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seguindo-se a tetramerização e incorporação do grupo FAD na interface dos três domínios 
de um dos monómeros através de uma ligação não covalente, obtendo-se deste modo a 
proteína madura activa [7]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representação da estrutura geral do enzima MCAD. A. Tetrâmero: representação do enzima 
complexado com um dos seus substratos (octanoil-CoA) (PDB 3MDE) e com o cofactor FAD. B. Monómero 
(representação equivalente à subunidade verde no tetrâmero) [11]. C. Representação dos domínios de um 
monómero de MCAD [12]. 
1.2.3. A reacção enzimática 
O local de ligação do substrato à MCAD situa-se entre o anel de flavina do FAD e o grupo 
carboxilo do resíduo Glu376, arranjo este ideal para a reacção de desidrogenação. Esta 
ligação do substrato ao enzima ocorre através do estabelecimento de pontes de hidrogénio 
entre o oxigénio do grupo carbonilo do tioéster, o FAD e o resíduo Glu376, permitindo assim 
que o substrato se ligue de forma precisa ao centro activo do enzima, a qual adquire assim 
estabilidade mantendo inalterada a sua estrutura terciária e quaternária. Quando o éster 
acil-CoA interage com o enzima MCAD a sua porção acilo fica embebida no fundo da 
cavidade catalítica, enquanto que a porção 3’-fosfo-ADP permanece ligada à subunidade do 
enzima na interface dos três domínios, ficando exposta ao solvente. Na ausência de 
substrato a cavidade catalítica é ocupada por uma série de moléculas de H2O, que saem à 
medida que o tamanho da cadeia dos ácidos gordos aumenta [5]. 
 
B 
A C 
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1.3. Deficiência no enzima MCAD 
1.3.1.  Aspectos clínicos  
Apesar de ter sido diagnosticada pela primeira vez há cerca de duas décadas não é ainda 
conhecida a verdadeira prevalência da MCADD e mais importante o seu completo espectro 
clínico, bioquímico e mutacional. Este quadro tem vindo a alterar-se nos últimos anos 
resultado da introdução nos programas de rastreio neonatal (NBS) da determinação de 
ésteres acilcarnitina plasmáticos, por espectrometria de massa em Tandem (LC-MS/MS), 
para o despiste de diversas alterações da mFAO e entre elas a MCADD. A elevada 
sensibilidade e exactidão desta metodologia, e a aparente especificidade dos perfis de 
acilcarnitinas obtidos, permite a identificação de doentes ainda numa fase pré-sintomática. 
Uma perspectiva global traçada por William Rhead em 2006 [1] aponta para uma incidência 
mundial de 1:30.000 a 1:45.000 (95% CI) com base na manifestação clínica que sobe para 
1:15.000 quando são considerados os indivíduos diagnosticados por NBS. Relativamente a 
Portugal, e segundo o Relatório de Actividades do Programa Nacional de Diagnóstico 
Precoce do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, a prevalência da MCADD era em 
2008 de 1:9977. 
A MCADD apresenta uma elevada taxa de mortalidade e morbilidade e uma considerável 
heterogeneidade clínica. Os sintomas mais comuns incluem hipoglicémia hipocetótica 
recorrente, letargia, episódios semelhantes à síndrome de Reye, convulsões, coma ou 
mesmo morte súbita [1,4,7,13]. No entanto, os indivíduos afectados podem permanecer clínica 
e laboratorialmente assintomáticos até à ocorrência de um período de jejum prolongado, 
muitas vezes associado a uma doença viral concomitante, mais frequente na população 
infantil, ou após exercício físico intenso, situação comum em adolescentes e adultos. Estas 
situações desencadeiam stress metabólico e a consequente descompensação do doente [7].  
Não existe até à data uma cura para esta patologia. A prevenção da descompensação 
metabólica de um doente diagnosticado com esta patologia passa pelo estabelecimento de 
um diagnóstico precoce, preferencialmente pré-sintomático e pela tentativa de evitar jejuns 
prolongados, em especial em situações de stress catabólico como seja uma infecção. A 
instituição de uma alimentação pobre em lípidos, enriquecida em hidratos de carbono e 
suplementada com a administração de carnitina oral poderá, igualmente, evitar episódios 
agudos[14]. 
Uma vez diagnosticada a doença e as medidas terapêuticas devidamente implementadas 
são raros os casos de recorrência das crises metabólicas, sendo por isso bastante favorável 
o prognóstico desta patologia [3,7,13]. 
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1.3.2. Diagnóstico bioquímico 
Na presença de sintomatologia sugestiva de MCADD é necessário fazer um diagnóstico 
diferencial uma vez que esta patologia apresenta sinais clínicos comuns a outras 
deficiências na mFAO. O diagnóstico da MCADD requer a interpretação integrada de 
múltiplas análises, incluindo a consideração do estado clínico do indivíduo (assintomático ou 
sintomático) na altura da colheita das amostras biológicas. 
Uma deficiência em MCAD está, em termos bioquímicos, associada a uma alteração do 
perfil de ácidos gordos livres no plasma e ácidos orgânicos na urina. Devido ao bloqueio 
enzimático, os ésteres acil-CoA de cadeia média acumulam-se no mitocôndrio, sendo 
metabolizados pelas vias alternativas já mencionadas com produção de ácidos 
dicarboxílicos de cadeia média (ácido adípico, subérico, sebácico e dodecanedióico na urina 
e cis-decenóico no plasma) e/ou eliminados sobre a forma de acilglicinas (hexanoil e 
fenilpropionilglicinas na urina) e acilcarnitinas de C6-C10 no plasma, com especial destaque 
para os níveis de C8-carnitina, metabolito essencial no diagnóstico desta patologia 
[3,7].  
À excepção do perfil de acilcarnitinas plasmáticas, os restantes metabolitos são 
normalmente detectados apenas nos períodos de doença aguda e muito raramente nos 
períodos assintomáticos. No diagnóstico da MCADD são utilizadas diversas metodologias 
analíticas tais como cromatografia gasosa (GC), cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria de massa (GC/MS) e mais recentemente a espectrometria de massa 
Tandem (MS/MS), acima referida. A tecnologia MS/MS é actualmente a metodologia de 
eleição na detecção de erros metabólicos em recém-nascidos. Em diversos países, 
incluindo Portugal, a inclusão desta tecnologia nos programas de rastreio neonatal 
possibilitou a identificação pré-sintomática e um conhecimento mais alargado das doenças 
hereditárias da mFAO, nomeadamente a MCADD [3,7]. 
O diagnóstico bioquímico da MCADD pode ser complementado pela efectivação de estudos 
celulares de β-oxidação global em linfócitos ou fibroblastos [7]. Outra alternativa consiste na 
realização de estudos de incubação de fibroblastos com linoleato deuterado [15] ou [U-
13C]palmitato [16] na presença de carnitina, que resultam em perfis de acilcarnitina 
característicos de uma deficiência em MCAD. A confirmação do diagnóstico deverá sempre 
ser efectuada através da determinação da actividade enzimática em fibroblastos, leucócitos 
ou linfócitos do doente utilizando um de vários métodos descritos na literatura e que podem 
envolver como substratos octanoil-CoA ou fenilpropionil-CoA, este último específico apenas 
da MCAD, e a proteína ETF purificada ou compostos electrofílicos corados, como 
aceitadores dos electrões, envolvidos na redução do FAD durante a desidrogenação do 
éster acil-CoA catalisada pela MCAD.  
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Da caracterização de um doente MCADD faz ainda parte a determinação do seu genótipo 
ou seja a pesquisa da mutação ou mutações responsáveis pela alteração enzimática [17,18]. 
1.3.3. Caracterização molecular 
Um estudo retrospectivo publicado com base em 8.200 mil recém-nascidos de todo o 
mundo rastreados por Tandem MS/MS [16;2005 ou 2206] durante a última década indicou 
que 30-80% dos doentes com deficiência na MCAD são homozigóticos para uma mutação 
única no exão 11 do gene ACADM, a transição c.985A>G traduzida na substituição na 
proteína madura do resíduo de lisina na posição 304 por um resíduo de ácido glutâmico 
(p.K304E). O alelo G985 representa 54-91% de todos os alelos mutantes identificados até 
hoje. Este dado contrasta profundamente com o conceito bem estabelecido de que o alelo 
G985 era responsável por 80-90% dos alelos causadores de doença [1]. O único estudo 
publicado sobre a incidência do alelo G985 na população europeia revelou: (1) uma maior 
frequência de portadores nos países do noroeste da Europa (1:64-1:101 indivíduos), 
indicando uma frequência de homozigóticos 1:6.500-1:20.000 e (2) uma menor frequência 
de portadores na população do Sul da Europa (inferior a 1/250 em França, Itália e Espanha) 
[19]. 
A proteína mutante p.K304E (mais frequente na população) influencia a biogénese da 
proteína a vários níveis afectando a aquisição do folding correcto do monómero e posterior 
oligomerização, levando à destabilização do tetrâmero [20]. Outros tipos de mutações 
encontradas em doentes diagnosticados com MCADD levam à formação de enzimas 
truncados e instáveis que não são funcionais [5]. 
Estão descritos, quatro haplotipos diferentes associados ao gene ACADM, definidos pelos 
polimorfismos bialélicos para os enzimas de restrição BamHI, PstI e TaqαI [21,22]. Os dados 
disponíveis até à data apontam para uma associação do alelo mutante G985 a um único 
haplótipo específico designado H1 ou 1 1 2, definido pela homozigotia para polimorfismos 
nos locais de restrição BamHI (alelo 1, presença do local de restrição), PstI (alelo 1, 
ausência de local de restrição) e TaqαI (alelo 2, ausência de local de restrição). Estes 
resultados sugerem fortemente um possível efeito fundador [21,22]. 
O diagnóstico de MCADD através NBS possibilitou não só o alargamento do espectro 
clínico e bioquímico estabelecido mas permitiu igualmente a identificação de um número 
cada vez maior de mutações no gene ACADM. Presentemente, cerca de 83 diferentes 
mutações foram descritas no gene ACADM: 59 missense /nonsense, 7 splicing, 10 
pequenas deleções, 4 pequenas inserções, uma pequena indel e duas grandes deleções 
(Human Gene Mutation Database ® 2009; http://www. hgmd.cf.ac.uk / ac gene.php /? gene 
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= ACADM). Ao contrário de outras populações onde a base molecular da MCADD tem sido 
extensamente estudada, o perfil mutacional dos doentes MCADD portugueses é ainda 
pouco conhecido, facto que esteve na base do desenvolvimento da primeira parte do 
trabalho aqui apresentado.  
1.3.4. Do genótipo ao fenótipo 
A ocorrência de uma elevada heterogeneidade de fenótipos clínicos (desde situações 
clínicas graves até à ausência de sintomatologia) em indivíduos apresentando o mesmo 
genótipo e pertencentes à mesma família, sugerem a ausência de uma correlação efectiva 
entre genótipo-fenótipo clínico [4,23,24] na MCADD, a qual se poderá dever a influências 
ambientais e epigenéticas.  
É importante aprofundar a investigação nesta área e tentar o estabelecimento de 
correlações genótipo-fenótipo bioquímico ou enzimático – através do estudo in vitro de 
formas mutantes de MCAD – de forma a contribuir para um melhor acompanhamento dos 
doentes diagnosticados, principalmente aqueles detectados pelo NBS e que ainda não 
apresentaram qualquer sintomatologia. Foi este desígnio que motivou a realização dos 
estudos apresentados na segunda parte desta tese. 
2. OBJECTIVOS 
A deficiência na Desidrogenase dos Ésteres Acil-CoA de Cadeia Média (MCADD) é uma 
doença extensivamente estudada na maior parte dos países do Norte da Europa e nos EUA 
devido à sua elevada frequência nestas regiões. No entanto, em Portugal as bases 
moleculares desta patologia hereditária do metabolismo não são ainda totalmente 
conhecidas. 
Os estudos efectuados até à data nos doentes portugueses com MCADD revelam uma 
elevada frequência na população cigana, a qual apresenta exclusivamente e em 
homozigotia a mutação c.985A>G no gene ACADM [25]. Nestes doentes, estudos 
preliminares indicam que, à semelhança de populações do Norte da Europa, a mutação se 
encontra associada ao haplotipo 112 [20,25]. Na restante população portuguesa com MCADD 
o espectro mutacional parece ser mais heterógeneo, encontrando-se nalguns doentes ainda 
por identificar o genótipo e o haplótipo associado bem como a actividade enzimática da 
proteína mutante [20]. 
Assim, numa primeira parte deste estudo pretendia-se: 
a) Determinar o genótipo (gene ACADM) associado a um grupo de indivíduos com 
perfil metabólico/sintomatologia clínica sugestiva de MCADD; 
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b) Dar continuação aos estudos já iniciados no laboratório com vista a identificar o 
haplotipo dos doentes MCADD relativamente ao sistema bi-alélico caracterizado 
pelos polimorfismos associados aos enzimas BamHI, PstI e TaqαI; 
c) Contribuir para um melhor conhecimento sobre a origem da mutação c.985A>G na 
população portuguesa (estudos de genética populacional). 
Na sequência da identificação de uma mutação é essencial a avaliação do seu potencial 
“efeito causador de doença” o qual assenta na determinação da actividade biológica da 
proteína mutante resultante. Devido à elevada frequência da mutação c.985A>G, a variante 
resultante - p.K304E - encontra-se já funcional e estruturalmente estudada. Assim, numa 
segunda parte deste projecto pretendia-se caracterizar funcionalmente as proteínas 
mutantes já identificadas na população MCADD portuguesa - p.G377V (c.1205G>T), p.L59F 
(c. 250C>T) e p.D140V (c.503A>T) - bem como novas mutações detectadas no decurso da 
primeira fase deste projecto.  
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Caracterização molecular de uma população com MCADD 
3.1.1. Selecção da população estudada 
A população estudada, proveniente do Centro e Sul de Portugal, foi seleccionada de entre 
os indivíduos diagnosticados e monitorizados pelo Grupo de Metabolismos e Genética do 
Research Institute for Medicines and Pharmaceutical Sciences, iMed.UL, da Faculdade de 
Farmácia da Universidade de Lisboa, um dos laboratórios de referência em Portugal para o 
diagnóstico e follow-up de patologias hereditárias do metabolismo. Numa primeira fase 
foram incluídos no estudo, apenas os indivíduos com manifestações clínicas sugestivas de 
alteração do metabolismo dos ácidos gordos, corroboradas com um perfil urinário, obtido 
por GC/MS, de ácidos orgânicos e de acilglicinas (C6-C10) compatíveis com uma deficiência 
em MCAD. Após 2004, com a introdução no NBS em Portugal da análise por Tandem 
MS/MS do perfil de acilcarnitinas no plasma (Centro de Genética Médica, Instituto Ricardo 
Jorge, Porto), foi possível implementar esta técnica no diagnóstico da MCADD passando 
assim a ser esta a primeira abordagem metodológica na identificação de indivíduos 
assintomáticos. Assim, desde essa data, foram igualmente incluídos no grupo indivíduos 
assintomáticos. Em ambos os casos, e sempre que possível, foram efectuados estudos 
familiares que consistiram na caracterização molecular dos familiares directos do caso 
índex, i.e. pais e irmãos, seguida por vezes da determinação do perfil metabólico nos 
indivíduos para os quais foi identificado genótipo compatível com a deficiência em MCAD. 
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3.1.2. Extracção de DNA genómico 
A caracterização molecular de indivíduos com perfil anómalo de acilcarnitinas plasmáticas, 
no NBS, ou sintomatologia clínica indicativa de MCADD tem início com a extracção de DNA 
genómico a partir de uma amostra de sangue periférico ou de cartões Guthrie utilizando-se 
o kit Citogene®DNA Purification (Citogen), baseado na tecnologia de salting-out. 
 
3.1.3. Genotipagem 
3.1.3.1. Reacção de polimerização em cadeia (PCR) 
O DNA genómico dos doentes e de indivíduos controlo foi amplificado por PCR e analisado 
para pesquisa mutacional no gene ACADM, bem como para a identificação no mesmo gene 
dos polimorfismos associados aos locais de reconhecimento dos enzimas de restrição 
BamHI, PstI e TaqαI. As reacções de amplificação foram executadas no termociclador 
Omnigene DNA (Hybaid PCR Express HBPX). Em cada reacção de PCR foi incluída uma 
amostra sem DNA para a detecção de possíveis contaminações de DNA de diferentes 
origens. A mistura reaccional, calculada para um volume final de 50 µL, inclui: 100-200 ng 
de DNA genómico, 3 mM MgCl2 (2mM para a detecção do polimorfismo TaqαI, (Invitrogen 
Life Technologies), 200 mM de cada dNTP (Bioline), 500 mM de cada oligonucleótido 
(Invitrogen Life Technologies, Gibco BRL ou Metabion International AG), 2.5 U Taq DNA 
polymerase (Invitrogen) e tampão recomendado pelo fabricante. Os programas de PCR e as 
sequências de oligonucleótidos utilizados encontram-se listados no Anexo 3 (Tabelas I e II) 
e na Tabela 1.  
As sequências de DNA amplificadas, foram analisadas quanto à massa molecular, 
qualidade e especificidade por electroforese em gel de TBE-agarose a 2% (SeaKeam®LE 
agarose, Lonza), a 90 V, com revelação com brometo de etídio (0,5 µg/mL gel; Sigma-
Aldrich), por comparação com o marcador de massas moleculares HyperLadder II (Bioline). 
 
3.1.3.2. Identificação da mutação c.985A>G 
A mutação c.985A>G foi identificada por amplificação por PCR, de um fragmento do exão 
11 do gene ACADM, utilizando oligonucleótidos específicos e o programa A (Tabela 1; 
Anexo 3 – Tabela I). A presença do alelo mutado (G985) cria conjuntamente com o par de 
oligonucleótidos utilizados para a amplificação desta região do gene ACADM, um local de 
reconhecimento para o enzima de restrição NcoI (Tabela 1). Deste modo, o produto 
amplificado é posteriormente hidrolisado com o enzima NcoI [22] de acordo com as 
instruções do fabricante (New England Biolabs Inc.). Os produtos resultantes da 
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amplificação bem como das reacções de restrição enzimática foram analisados por 
electroforese em gel de TBE-agarose a 2% e 3%, respectivamente, tal como acima descrito. 
Tabela 1:  Oligonucleótidos e programas de PCR utilizados na pesquisa da mutação c.985A>G e na 
caracterização dos haplotipos.  
Oligonucleótidos 
(5’→3’) 
Posição no cDNA 
Produto 
PCR/Programa 
(Anexo 3 – 
Tabela I) 
ERa 
Fragmentos 
obtidos após 
digestão com ER 
TTTATGCTGGCTGAAATGGCCATG 
CAGGAAACAGCTATGACCATGGATC
WW..TGCACAGCATCAGTAGC 
961-984 
1105-1147 
186 bp/A NcoI 
NS: 165+21 
MS: 143+22+21 
ACCAGCCTGGGAAAGGTAGT 
GCTGGAGTACAGTGGCATGA 
-458 to -439 (5’ exão 8) 
-367 to -348 (5’ exão 8) 
244 bp/B Taqαi 
(1): 168+76 
(2): 244 
GAGTGTGCCACTATTGGTTAC 
CACCACCCAAAAAAGGGTTAC 
 
-158 to -179 (3’ exão 10) 
-831 to -851(3’ exão 10) 
693bp/B PstI 
(1): 693 
(2): 577+116 
TCAAGAAACTGAAGCTCAGAGGT 
GGAAATTCATGGAAGACACG 
-868 to -890 (3’ exão 10) 
-1326 to -1345 (3´ exão 10) 
478/B BamHI 
(1) 407+71 
(2) 478 
a (ER) Enzima de restrição; b (1) Alelo mais frequente; (2) Alelo menos frequente; (NS) Sequência normal; (MS) Sequência 
 mutante 
3.1.3.3. Análise mutacional do DNA genómico 
Na ausência da mutação c.985A>G (em homozigotia ou heterozigotia) procedeu-se à 
amplificação dos 11 fragmentos genómicos correspondentes aos 12 exões do gene ACADM 
e das regiões intrónicas adjacentes. O DNA genómico foi amplificado utilizando os 
programas e os oligonucleótidos específicos listados, respectivamente, nas Tabelas I e II do 
Anexo 3, tal como descrito no ponto 3.1.3.1. 
Para a posterior sequenciação dos 11 fragmentos amplificados foi necessário proceder à 
sua purificação, utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), a partir de um gel de 
TBE-agarose com baixo ponto de fusão a 2% (NuSieve® GTG® Agarose) utilizando o 
marcador de massas moleculares HyperLadder II. A sequenciação foi efectuada (Stabvida) 
em ambas as direcções recorrendo aos oligonucleótidos utilizados para a amplificação por 
PCR numa concentração de 10 pmol/µL (Anexo 3 - Tabela II).Caracterização dos 
haplotipos 
A caracterização dos três polimorfismos intragénicos do gene ACADM associados aos 
locais de reconhecimento dos enzimas BamHI, PstI e TaqαI foi determinada pela técnica de 
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms). Os respectivos fragmentos foram 
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amplificados por PCR, como descrito anteriormente, usando os oligonucleótidos listados na 
Tabela 1. Para determinação dos polimorfismos BamHI e PstI foi utilizado o programa B 
para amplificação dos fragmentos correspondentes enquanto que para amplificação do 
fragmento compreendendo o local de reconhecimento do enzima TaqαI foi utilizado o 
programa C (Anexo 3 - Tabela I). Os produtos amplificados foram hidrolisados com os 
enzimas BamHI, PstI e TaqαI de acordo com as instruções do respectivo fabricante (New 
England Biolabs Inc.). A presença ou ausência do polimorfismo foi confirmada por análise 
electroforética do perfil de restrição em gel de TBE-agarose a 2%, com revelação com 
brometo de etídio (0,5 µg/mL gel), utilizando HyperLadder II como marcador de massas 
moleculares.  
3.2. Expressão heterológa e caracterização funcional da forma selvagem (hMCADwt) e 
de uma nova variante da MCAD (p.G377V) 
3.2.1. Estirpes bacterianas, vectores e plasmídeos 
Para a produção das proteínas recombinantes foram utilizadas como células hospedeiras as 
estirpes de Escherichia coli Top 10 e BL21(DE3), que diferem no genótipo e características 
específicas (Tabela 2). Na reacção de mutagénese efectuada, foi utilizada a estirpe 
NZYStar competent cells. 
Tabela 2. Estirpes bacterianas de E. coli utilizados neste trabalho. 
Estirpes E.coli Genótipo Origem 
Top 10 
[F– mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 
∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara leu) 7697 galU galK rpsL 
(StrR) endA1 nupG] 
Invitrogem  
BL21(DE3) F– ompT hsdSB(rB–, mB–) gal dcm (DE3) Invitrogem  
NZYStar competent cells 
endA1 hsdR17(rk-, mk+) supE44 thi -1 recA1 
gyrA96relA1 lac[F´ proA+B+ lacIqZDM15 :Tn10(TcR)] 
NZYTech, Lda 
 
Todos os passos de manipulação de ácidos nucleicos e proteínas e ainda das culturas 
celulares foram realizados de acordo com protocolos básicos de uso bem estabelecido [26]. 
Os passos de crescimento bacteriano foram efectuados a 37ºC com agitação (Certomat MO 
Biotech International). Os enzimas de restrição utilizados no decurso deste trabalho foram 
adquiridos à New England Biolabs Inc. 
O construct pWTd, contendo o cDNA da forma madura do enzima MCAD humano com 1265 
bp, foi oferecido por Peter Bross (Universidade de Aarhus, Dinamarca). Apresenta como 
vector parental o vector de expressão pBluescript II KS (-) (Stratagene) de 2961 pb (Anexo 
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4). A sequência do construct pWTd foi confirmada (Stabvida) recorrendo aos 
oligonucleótidos - SeqVecMCAD_R (permite amplificar a sequência complementar; 5’ – 
TGGGATGATTTCCTCTCTGG – 3’) e MCADPoIS (permite amplificar a sequência nativa; 5’ 
– CAAAGAGCTTTGGATGAAGC – 3’), numa concentração de 10 pmol/µL. 
O outro construct pET28-hE1αwt utilizado apresenta o cDNA da subunidade E1α da 
Piruvato Desidrogenase clonado entre os sítios de restrição NheI e EcoRI do MCS do vector 
parental pET28α (+) (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt). Este vector, com 5369 pb, 
apresenta a montante do MCS vários elementos nomeadamente: (1) o promotor T7 
reconhecido pela RNA polimerase do fago 7 da E. coli BL21(DE3); (2) uma sequência de 
seis codões CAT, que codificam para um péptido de fusão de 6 resíduos de histidina 
(6xHis•Tag) com afinidade para metais permitindo assim a posterior purificação da proteína 
recombinante por cromatografia de afinidade com iões metálicos imobilizados (IMAC); (3) a 
sequência de ligação ao ribossoma (RBS) e (4) o codão de iniciação da tradução ATG. Este 
vector tem ainda o gene de resistência à canamicina (Kan) que permite a selecção deste 
vector utilizando meios de cultura com o referido antibiótico (Anexo 5). 
3.2.2. Desenvolvimento do construct pETMCADwt 
Os fragmentos correspondentes ao vector parental pET28a (+) e ao cDNA hMCADwt foram 
obtidos por hidrólise dos plasmídeos pET28-hE1αwt e pWTd, respectivamente (cerca de 
1500 ng de cada plasmídeo) com os enzimas de restrição NdeI e HindIII, durante a noite 
(OVN), a 37ºC. A verificação da eficácia da reacção de hidrólise foi feita por aplicação de 5 
µL do produto da reacção num gel de TBE-agarose a 1% corado com brometo de etídio (0,5 
ug/mL gel) seguida de separação electroforética a 90 V. A massa molecular dos fragmentos 
foi comparada com o perfil electroforético do marcador 1 kb DNA ladder (fragmentos de 
DNA com 500, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10 000 kb; New England Biolabs 
Inc.). 
O restante volume de produtos resultantes da reacção de hidrólise acima descrita foi 
aplicado em gel de TBE-agarose de baixo ponto de fusão a 1% (SeaPlaque ® Agarose; 
Lonza) corado com brometo de etídio. Após separação electroforética (a 90 V) os 
fragmentos identificados como correspondentes ao vector de expressão pET28a (+) e ao 
cDNA hMCADwt foram purificados a partir de gel utilizando o QIAquick ® Gel Extraction Kit, 
(Qiagen® GmbH). O tamanho dos fragmentos foi analisado por comparação com o perfil 
electroforético do marcador 1 kb DNA ladder. O DNA purificado foi quantificado a 260 nm 
utilizando o NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). 
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Os fragmentos de DNA purificados, identificados como pET28a (+) e cDNA hMCADwt foram 
sujeitos a reacção de ligação, OVN, 4ºC, utilizando diferentes proporções de vector : insert - 
1:1 e  1:3 (pmol), o enzima DNA T4 ligase (New Engand Biolabs Inc.) e o tampão fornecido 
pelo fabricante. O produto da ligação foi utilizado para transformar por choque térmico [26] 
células E.coli Top10 competentes (preparadas por método químico), espalhadas de seguida 
em meio LB sólido (triptona 1%, extracto de levedura 0,5%, NaCl 0,17 M, pH 7, agar 1,5%) 
contendo Kan (50 µg/mL), e incubadas OVN a 37ºC. Das colónias obtidas foi preparado um 
inóculo de 5 mL em meio LB líquido (triptona 1%, extracto de levedura 0,5%, NaCl 0,17 M, 
pH 7) contendo Kan (concentração final 50 µg/mL). Após incubação a 37ºC, OVN, e a partir 
de 1,5 mL do inóculo foi preparado DNA plasmídico em pequena escala (Mini-prep) 
utilizando os kits ZR Plasmid MiniPrep_Classic (Zymo Research) ou o Plasmid Mini-Prep 
kit (Jena Biosciences) procedendo-se segundo os protocolos descritos pelos respectivos 
fabricantes. Um ensaio de restrição foi executado para confirmação da eficácia da ligação 
do vector pET28a (+) com o cDNA hMCADwt, submetendo 5 µL do DNA obtido à hidrólise 
por EcoRV (1U/µg DNA; 4U) e à restrição dupla por HindIII e NdeI (1U/µg DNA; 4U) com o 
tampão e nas condições (presença de BSA para a EcoRV) descritas pelo fabricante. Os 
produtos da restrição foram sujeitos a análise electroforética em gel de TBE-agarose 1% 
com brometo de etídio (90V). O tamanho dos fragmentos foi determinado por comparação 
com o perfil electroforético do marcador 1 kb DNA ladder. 
Depois de verificada a correcta clonagem do cDNA hMCADwt no vector pET28a(+), o 
plasmídeo resultante pETMCADwt foi utilizado para transformar células de E.coli Top10 
competentes, espalhadas de seguida em meio LB sólido contendo Kan (50 µg/mL), e 
incubadas OVN a 37ºC. As colónias obtidas foram utilizadas para preparar o plasmídeo em 
larga escala (Midi-prep), usando o kit QIAGEN® Plasmid Purification (Qiagen® GmbH). A 
sequência do construct pETMCADwt foi confirmada como descrito para o pWTd. 
3.2.3. Mutagénese dirigida: desenvolvimento do construct pETMCADG377V 
O primeiro passo para a expressão e caracterização funcional da nova variante p.G377V do 
enzima MCAD consistiu numa reacção de mutagénese dirigida do construct pETMCADwt, 
utilizando o sistema NZYmutagenesis kit (NZYTech,Lda) para a inserção da mutação 
c.1205A>T no cDNA da hMCADwt e obtenção do construct pETMCADG377V. Nesta técnica, o 
DNA molde, é amplificado por PCR utilizando oligonucleótidos, que contêm a mutação a 
introduzir, e uma polimerase (NZYDNAChange) que apresente um baixo nível de inserção 
de erros durante a reacção de amplificação. Os oligonucleótidos mutagénicos 
(MCAD_MutT1205F:- 5’- GCC  AAA ATC TAT CAG ATT TAT GAA GTT ACT TCA CAA ATT 
CAA AGA CTT ATT CTA GCC CG - 3’ e MCAD_MutT1205R : 5´- CGG GCT ACA ATA AGT 
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CTT TGA ATT TGT GAA GTA ACT TCA TAA ATC TGA TAG ATT TTG GC - 3’) (Metabion 
International AG), foram desenhados de acordo com os parâmetros recomendados para a 
reacção de mutagénese dirigida. As reacções de PCR decorreram num volume final de 50 
µL nas condições recomendadas pelo fabricante. No passo seguinte, o produto amplificado 
foi hidrolisado durante uma hora, a 37°C com 10 U de DpnI, enzima que reconhece apenas 
o DNA metilado e hemimetilado. Finalizada a reacção de hidrólise, procedeu-se a 
transformação de células NZYStar Cells por choque térmico. Das colónias resultantes foi 
preparado DNA plasmídico (Mini-prep) como acima descrito. A correcta introdução da 
sequência pretendida foi rastreada por hidrólise do DNA plasmídico com o enzima RsaI. 
Posteriormente, os clones seleccionados foram utilizados para produzir DNA plasmídico em 
larga escala. A correcta inserção da mutação pontual c.1205G>T no cDNA da hMCADwt foi 
confirmada por sequenciação, tal como descrito acima recorrendo ao oligonucleótido 
MCADPoIS (permite amplificar a sequência nativa; 5’ – CAA AGA GCT TTG GAT GA AGC) 
– 3’, numa concentração de 10 pmol/µL. 
3.2.4. Expressão heteróloga de proteínas recombinantes 
O primeiro passo para a obtenção das proteinas recombinantes em estudo consistiu na 
transformação, por choque térmico [26] de 100 µL de células de E.coli BL21(DE3) 
competentes (método químico), com 10 ng do DNA plasmídico contendo o cDNA de 
interesse. Estas células foram incubadas OVN, a 37°C, após espalhamento em meio LB 
sólido contendo Kan (50 µg/mL).  
Dos transformantes obtidos, e a partir de uma colónia bem individualizada preparou-se um 
inóculo em meio LB liquido contendo 50 µg/mL de Kan. Após incubação OVN a 37°C, com 
agitação, o inóculo foi diluído 1/100 em meio LB líquido contendo Kan (50 µg/mL), e 
novamente colocado a 37°C, com agitação para crescimento celular. A expressão das 
proteínas em estudo foi induzida após ter sido atingida a fase exponencial de crescimento 
bacteriano monitorizado a 600 nm (OD600 ≥ 0,6; espectrofotómetro Hitachi U-2000 UV-
Visível). A indução da expressão proteica iniciou-se com a adição de 1 mM de isopropil-β-D-
tiogalactosidase (IPTG; Nzytech) e decorreu durante um período de 4h, a 30ºC com 
agitação. Através de centrifugação a 3220xg a 4°C, durante 10 min, foi obtido um sedimento 
bacteriano o qual foi armazenado a -20 °C até um máximo de 1 mês. 
3.2.5. Purificação de proteína MCAD humana recombinante 
O sedimento celular foi ressuspenso em tampão de lise [20 mM de Tampão fosfato (KPi) pH 
7.4, 500 mM NaCl] contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMS) e 1 mg/mL de 
Lisozima num volume correspondente a 1/100 do volume inicial da cultura. Após incubação, 
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durante 30 min, a 4°C, as células foram lisadas por sonicação, a 4°C, num sonicador Vibra 
Cell (Sonics, Newtown), utilizando 4 ciclos de 60 segundos (duty free cycle de 50%), com 
um intervalo de 30 segundos entre cada ciclo. De forma a separar a fracção proteica solúvel 
da fracção insolúvel o lisado celular foi centrifugado a 12857xg, durante 40 min, a 4°C.  
A purificação das proteinas recombinantes foi efectuada por IMAC, utilizando a resina Ni-
NTA (Qiagen® GmbH) numa proporção de lisado celular:resina de 1:0,05 
(volume:volume)[27]. As condições de purificação foram escolhidas com base na experiência 
adquirida no laboratório na produção da proteína hMCADwt utilizando o construct pWTd e no 
trabalho de Zeng e Li [28], o que justifica a denominação dos protocolos de purificação 
utilizados. Assim, após a incubação da fracção proteica solúvel com a resina [previamente 
lavada com água desmineralizada e equilibrada em tampão de lise na presença (protocolo 
C) ou ausência (protocolo B) de β-mercaptoetanol e imidazol, ambos a 10 mM], durante 1h, 
com agitação, a 4ºC, a suspensão foi colocada na coluna de purificação e a solução de 
passagem recolhida (Flowthrough; FT). A resina foi lavada e a proteína foi eluída segundo 
os esquemas indicados na Tabela 3. Após análise electroforética as fracções onde foi 
detectada a presença da proteína de interesse foram combinadas e dialisadas OVN a 4ºC e 
com agitação contra tampão de diálise (Tabela 3) utilizando uma membrana com um limite 
de exclusão (Molecular Weight Cut-Off, MWCO) de 12-14.000 Da (Spectra/Por®4). Sempre 
que necessário foi efectuado um passo de concentração das fracções eluídas 
(especialmente nos casos em que a proteína foi eluída em várias fracções) utilizando o 
sistema Nonosep 30K Omega (Pall Corporation). As proteínas purificadas foram utilizadas 
de imediato.  
Tabela 3. Protocolos de lise, purificação e diálise para obtenção das proteínas recombinantes.  
Procedimento Protocolo B Protocolo C 
Lise Bacteriana 
20 mM KPi pH 7,4 + 500 mM 
NaCl + 1 mM PMSF + 1 mg/mL 
Lisozima 
20 mM KPi pH 7,4 + 500 mM NaCl + 1 mM 
PMSF + 1 mg/mL Lisozima 
Purificação 
(Tampão base: 20 mM KPi, 
pH 7,4 + 500 mM NaCl) 
Incubação com a resina 1h, 4ºC; 
 
 
Eluição: 
5x0,5 mL – 0 mM Imi; 
5x0,5 mL - 70 mM Imi; 
5x0,5 mL – 500 mM Imi 
Incubação com a resina 1h, 4ºC com 10 mM 
Imi e de ß-ME ; 
 
Eluição: 
2x5mL – 20 mM Imi; 
2x2,5 mL – 40 mM Imi; 
5x0,5 mL – 250 mM Imi; 
2x0,5 mL – 500 mM Imi 
Diálise 
 
20 mM KPi pH 7,4 + 5 mM β-ME 20 mM KPi pH 7,4 + 5 mM β-ME + 5% glicerol 
Tp – Tampão; Imi – Imidazol; KPi – Tampão fosfato (NaH2PO4 e Na2PO4); PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonilo;                       
ß-ME – ß-mercaptoetanol. 
 
17 
 
3.2.6. Análise da expressão proteica  
3.2.6.1.1. Quantificação proteica 
As proteínas foram quantificadas pelo método colorimétrico de Bradford [29], utilizando como 
reagente de Bradford Bio-Rad Protein assay (Bio-Rad Laboratories, Inc.) e uma curva de 
calibração constituída por albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich) nas concentrações 
de 1, 2,4, 8 e 10 µg/mL. As absorvências foram lidas a 595 nm. Todos os ensaios foram 
realizados pelo menos em duplicado. 
3.2.6.1.2. Electroforese em gel de poliacrilamida desnaturante  
As proteínas em estudo foram analisadas por separação electroforética em gel 
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE), utilizando o sistema Mini-vertical Hoefer- 
SE245 (GE Healthcare) e o método descontinuo de Laemmli [30]. A separação decorreu em 
géis com as dimensões de 80x60x1mm, nas concentrações de 10% e 4% de 
acrilamida/bisacrilamida (40%; Acrilamida/Bisacrilamida 37,5:1 e 2,6% C; Bio-Rad 
Laboratories, Inc.) no gel de separação e de concentração, respectivamente. 
As amostras foram aplicadas, após diluição em tampão de deposição (Tris-HCl 0,24 M, pH 
6,8; glicerol 40%; SDS 8%; azul de bromofenol 0,02%, adição extemporânea de 25% β-
mercaptoetanol) e desnaturação a 95 °C, durante 5 min. A separação electroforética, foi 
efectuada com uma corrente contínua de 20 e 40 mA no gel de concentração e de 
separação, respectivamente num sistema arrefecido por passagem de um caudal de água 
fria.  
Após a separação e para visualização das proteínas, os géis foram colocados numa 
solução de 0,1% azul brilhante de Comassie R250 (Sigma-Aldrich) em metanol a 27% e 
acido acético a 18%, durante pelo menos 20 min, à temperatura ambiente e posteriormente 
mergulhados numa solução diferenciadora (metanol 30% e ácido acético 10%). A 
determinação da massa molecular das amostras analisadas foi efectuada por comparação 
com o perfil electroforético do marcador NZYColour Protein Marker (Nzytech), constituído 
por nove proteínas purificadas, com as seguintes massas moleculares (kDa): 9, 12, 19, 27, 
41, 54, 78, 123 e 188. A análise densitométrica dos géis pelo programa Image J 1.43U NIH, 
permitiu determinar o grau de pureza da proteína nas fracções eluídas. 
3.2.7. Ensaios enzimáticos 
A actividade enzimática da MCAD foi avaliada espectrofotometricamente através da 
diminuição da absorvência a 600 nm durante pelo menos 1 min utilizando Octanoil-CoA 
(Sigma-Aldrich) como substrato e o Metasulfato de Fenazina (PMS; Sigma-Aldrich) e 2, 6 – 
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Diclorofenolindofenol (DCPIP; Sigma-Aldrich) como aceitadores intermédio e final, 
respectivamente, dos electrões resultantes da redução do substrato (ε600 nm=21 mM
-1cm-1) 
[28]. As concentrações iniciais foram 33 µM Octanoil-CoA, 1,5 mM PMS e 48 µM DCPIP para 
um volume final de 1 mL. A reacção foi iniciada pela adição à mistura reaccional de 4-8 µg 
enzima purificada. Os ensaios controlo foram efectuados na ausência de substrato. Para a 
determinação das características cinéticas do enzima foi utilizada uma gama de substratos 
de 0 a 100 µM. O tratamento dos dados e determinação dos parâmetros Vmax e KM foi feito 
pelo programa Hyper 32 (version 1.0.0). 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. Caracterização molecular de uma população com MCADD 
4.1.1. Identificação da variante alélica c.985A>G nos doentes e controlos 
Foi efectuada a caracterização molecular do gene ACADM num estudo que abrangeu 180 
indivíduos, incluindo os casos suspeitos com MCADD. Entre estes, 60 indivíduos 
apresentaram um genótipo compatível com MCADD, sendo 45 casos index e 15 familiares 
(Fig. 4; Tabela 5). Dos familiares dos casos índex, identificados como doentes, 8 são 
irmãos, 2 primos e 2 progenitores masculinos. Três mães foram diagnosticadas como 
homozigotas para o alelo c.985A>G (Fig.3), havendo uma delas sido previamente 
identificada em criança como portadora de MCADD durante um estudo familiar. 
Curiosamente, 86.7% (52/60) da população com MCADD identificada pelo grupo tinha 
ascendência cigana. 
Da análise do genótipo de casos diagnosticados ou suspeitos de MCADD e seus familiares 
o alelo mais comum, c.985A>G, foi identificado num total de 60 doentes, 49 famílias e 180 
alelos: (a) em 52 indivíduos homozigotos de raça cigana, 3 portugueses, 1 brasileiro e uma 
criança de ascendência brasileira e cigana; (b) como heterozigoto composto em 1 português 
(não cigano), 1 brasileiro e 1 argentino; (c) e estava ausente num doente português cuja 
origem não é cigana (Tabela 5, Fig. 4). O alelo c.985A>G foi encontrado em heterozigotia 
em 91/131 familiares de doentes com deficiência em MCAD. 
Dos 60 doentes com MCADD incluídos no presente trabalho, 50 (83%) foram 
diagnosticados após 2004, ano da inclusão da MCADD no NBS nacional. O alargamento, 
em Portugal, do programa de rastreio neonatal para o diagnóstico de alterações 
metabólicas relacionadas com a oxidação mitocondrial de ácidos gordos, alterou 
drasticamente o quadro desta doença no país (Fig. 4).  
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4.1.2. Identificação de novas mutações nos heterozigotos compostos  
A sequenciação directa de produtos PCR de doentes sem o alelo mutado mais comum ou 
de heterozigotos compostos que apresentam o alelo G985, permitiu a confirmação da 
heterozigotia desses indivíduos e também a descoberta de duas mutações já publicadas, 
c.250C>T (p.L59F) no exão 4 e a c.1045C>T (p.R324X) no exão 11 do mesmo doente . Da 
sequenciação do DNA genómico dos progenitores deste doente, que apresenta 
heterozigotia composta com o genótipo c.250C>T /c.1045C>T, verificou-se que a mutação 
c.250C>T estava presente no genótipo da mãe e a c.1045C>T foi observada no pai, o que 
revela que as duas mutações estão localizadas em alelos distintos. A estas acresceram as 
mutações silenciosas c.1161A>G (p.V362V) e IVS3 +10T/C identificadas no exão 11 e 
intrão 3, respectivamente. Os estudos de segregação confirmaram também a presença de 
c.1161A> G no pai do doente e da mutação IVS3 +10T/C na mãe (dados não 
apresentados). 
Figura 3. Perfil electroforético de 
produtos de PCR (ver Tabela 1) 
hidrolisados com NcoI (1) em gel de 
TBE-agarose a 3% corado com 
brometo de etídio (0,5 µg/mL gel); (M) 
HyperLadder II (Bioline); (1) Amostra 
controlo de um indivíduo homozigótico 
para o alelo normal A985 (-/-); (2) 
Amostra controlo de um indivíduo 
heterozigótico portador do alelo normal 
A985 e do mutante G985 (+/-); (3) Amostra controlo de um indivíduo homozigótico para o alelo mutante G985 
(+/+); (4) Doente (homozigótico para o alelo mutante G985) (+/+); (5) Pai (heterozigótico portador do alelo 
normal A985 e do mutante G985)   (+/-); (6) Mãe (heterozigótico portador do alelo normal A985 e do mutante 
G985 ) (+/-).  
 
 
 
 
 
Figura 4. Análise da distribuição dos doentes segundo sexo, origem, idade no diagnóstico, sintomas, tipo (caso 
índex ou identificados através de estudos familiares) e do impacto do programa de rastreio neonatal no 
momento do diagnóstico; NC – não conhecida; RN – recém-nascido. 
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Figura 5. Sequenciação de um fragmento do exão 7 (Stabvida)
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Figura 6. Sequenciação de um fragmento do exão 12 (Stabvida)
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polimorfismo relativamente à mutação c.1205G>T ou à mutação c.985A>G carece ainda de 
clarificação. 
As novas mutações missense identificadas representam variações na sequência do DNA 
genómico cujos potenciais efeitos só poderão ser avaliados com maior exactidão através de 
estudos de caracterização funcional das correspondentes proteínas mutantes. 
4.1.3. Análise do haplotipo associado a doentes MCADD e familiares 
Vários estudos realizados suportam a hipótese da existência de um efeito fundador 
associado à MCADD. Para tal foram realizados em todos os indivíduos com genótipo 
compatível com a patologia, e respectivas famílias, estudos de RFLP para os sítios de 
reconhecimento dos enzimas BamHI, PstI e TaqαI no gene ACADM. Verificou-se que todos 
os doentes homozigóticos para o alelo G985, incluindo todos aqueles de etnia cigana, eram-
no igualmente para o diplotipo 11 11 22 (BamHI, PstI, TaqαI) (Tabela 4), i.e. apresentavam 
em homozigotia o haplotipo H1 [21,22]. Adicionalmente uma heterozigotia para o alelo mutante 
mais frequente reflectia sempre uma heterozigotia para o haplotipo H1. O haplotipo H1 era 
também o mais frequente entre os alelos normais estudados (50,8%) logo seguido dos 
haplotipos H2 (19,4%) e H3 (10,4%). 
Tabela 4. Haplotipos no locus do gene ACADM. 
Haplotipo 
(H) 
Alelos mais frequente Nº observações 
(alelos mutados 
+normais) 
(n=140) 
Frequência absoluta 
BamHI PstI TaqαI 
Alelos 
mutados 
(n=73) 
Alelos 
normais 
(n=67) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 
2 
1 
1 
1 
2 
1 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
1 
1 
1 
2 
2 
107 
13 
7 
3 
8 
2 
1,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,51 
0,19 
0,10 
0,05 
0,12 
0,03 
Os dados obtidos são concordantes com aqueles previamente reportados relativamente à 
estreita associação do haplotipo H1 com o alelo mutante G985 [21,22,33]. Estes resultados 
revelam que os indivíduos doentes com MCADD estão em desequilíbrio linkage, o que 
sugere que a origem da mutação é comum quer em indivíduos caucasianos, quer em 
indivíduos de etnia cigana. De acordo com a história dos percursos migratórios dos ciganos, 
a origem deste povo no subcontinente indiano [34] é consistente, e corrobora a hipótese de 
Tanaka et al. [19], que sugeriram que a introdução do alelo mutado G985 na Europa teria 
sido realizado por indivíduos indo-europeus (povo Roma). Após o estabelecimento na 
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região do sul da Ucrânia e da Rússia do Sul este povo rumou para a Europa do Norte. A 
alta incidência de G985 na Rússia, Polónia e Bulgária é coerente com estes resultados [19].  
Os dados aqui reportados corroboram igualmente as observações de Martinez. et al [35] 
revelando que a alta incidência do alelo mutante G985 é consistente com a hipótese de que 
a mutação ocorreu fora da Europa e foi trazida por Indo-Europeus e/ou resultado de um 
forte efeito fundador na população cigana onde esta mutação é encontrada com maior 
frequência.  
Para além dos haplotipos encontrados na população em estudo H1, H2, H3 e H4, já 
descritos [22], foram encontrados dois novos haplotipos, H5 (122) e H6 (212) (Tabela 4), 
associados ao haplotipo mais comum H1, em indivíduos heterozigóticos para a mutação 
c.985A>G.  
Sabe-se que o alelo G1161 ocorre em 22% dos alelos normais da MCAD[36] e está 
associado, segundo Kolvraa et al., ao haplotipo H2[33]. Embora os estudos de segregação 
familiar do doente portador deste alelo mutante não sejam conclusivos quanto ao haplotipo, 
parecem indiciar que esta família apresenta este polimorfismo neutro, em heterozigotia. 
4.1.4. Correlação entre o genótipo e o fenótipo metabólico 
Os dados recolhidos desde 1994 relativos aos doentes e famílias com MCADD permitiram 
analisar os doentes de acordo com o sexo, origem e idade no diagnóstico, salientando-se 
que cerca de 63 % dos doentes são do sexo feminino; 87% são de origem cigana; e 60% 
destes doentes foram diagnosticados no período neonatal (Fig. 4). 
Cerca de 83% dos doentes não apresentavam sintomatologia aquando do diagnóstico e 
27% dos casos foram identificados entre os familiares dos doentes, o que revela o carácter 
benigno desta doença, assim como a importância da realização de estudos familiares. Após 
2004, ano da introdução em Portugal da pesquisa de deficiência em MCAD no rastreio 
neonatal foram diagnosticados 83% dos doentes. 
Os valores de acilcarnitinas no plasma, obtidos por ESI / MS / MS no rastreio neonatal, 
disponíveis para 32/60 doentes com MCADD, são apresentados na Tabela 5 e analisados 
mais detalhadamente na Fig. 7.  
Até à data não foi possível estabelecer uma correlação genótipo/fenótipo clínico, enzimático 
ou metabólico para a MCADD. Na população estudada neste trabalho é possível observar 
que relativamente aos perfis de C6 e C10-carnitina todos os genótipos apresentam valores 
equivalentes. Relativamente aos níveis de C8-carnitina e à razão C8/C10 é claro que o 
genótipo G985/T1205 indicia ser menos severo do que o genótipo mais frequente. No 
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entanto uma vez que apenas temos 1 doente para cada genótipo não é possível fazer 
estabelecer qualquer correlação com o fenótipo. 
Tabela 5. O genótipo versus perfil de acilcarnitinas no plasma no rastreio neonatal determinado por LC / MS / 
MS (Centro de Genética Médica, Instituto Ricardo Jorge, Porto). 
Genótipo 
Número de 
doentes 
Acilcarnitinas plasmáticas (µM) 
C6 C8 C10 C8/C10 
Rf<0,12 Rf<0,24 Rf<0,39 Rf<2 
G985/G985 31 0,69 
(0,19-1,77) 
4,62 
(1,53-12,56) 
0,50 
(0,17-1,11) 
9,53 
(2,5-15,9) 
G985/T503 1 ND ND ND ND 
G985/T1205 1 0,48 1,72 0,31 5,4 
T1045/T250 1 ND ND ND ND 
Rf – valor de referência; ND – não disponível. 
É possível observar que nos indivíduos homozigóticos para a mutação c.985A>G há uma 
grande variação em todas as espécies de acilcarnitinas o que sugere também neste 
genótipo a inexistência de correlação com o perfil metabólico (Fig. 7).  
 
 
 
 
 
Figura 7. Perfil de acilcarninitinas no plasma de doentes com genótipo G985/G985 diagnosticados no rastreio 
neonatal; Rf -valor de referência. 
No entanto, a maior parte dos doentes apresenta valores de C6-carnitina compreendidos 
entre 0,3-0,9 µM, de C8 entre 3,0-6,0 µM e para C10-carnitina os valores são normais. Os 
valores da razão C8/C10 são onde se verifica maior variação com cerca de 50% dos 
indivíduos com valores abaixo de <9,0 µM e os restantes com valores compreendidos entre 
10-13 µM. Assim, parece que para C6 e C8 poderá haver alguma correlação entre o 
genótipo e a concentração destas espécies de acilcarnitinas no plasma no rastreio neonatal. 
Apesar de tudo a razão C8/C10 tem sido reconhecida como um bom biomarcador da 
patologia [3,7]. 
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Foram também analisados os valores de hexanoilglicina de indivíduos doentes (n=20), 
apresentando a maior parte destes (n=12) valores compreendidos entre 0 µM e 20 µM, com 
um valor médio de 11,1 µM (0,3 – 18,7 µM). Cinco indivíduos com MCADD apresentam 
valores compreendidos entre 21 µM e 100 µM. Concentrações mais elevadas de 
hexanoilglicina só se verificaram em 3 doentes, 2 deles com valores compreendidos entre 
201 µM e 300 µM. Tal como observado na análise do perfil plasmático de acilcarnitinas no 
período neonatal também para os níveis de hexanoilglicina na urina não é possível 
estabelecer uma correlação significativa com o genótipo dos doentes portadores desta 
patologia. 
4.2. Caracterização funcional da proteína recombinante hMCADwt 
A proteína recombinante hMCADwt havia sido já expressa no laboratório utilizando o 
construct pWTd (ver Material e Métodos). Contudo, o rendimento obtido com este 
plasmídeo não permitiu a produção da proteína com rendimento adequado aos estudos de 
caracterização pretendidos. Assim o trabalho aqui reportado iniciou-se com a clonagem do 
cDNA da hMCADwt no vector de expressão pET28a(+). Este vector foi desenhado para 
permitir elevados níveis de expressão de proteínas recombinantes.   
4.2.1. Clonagem do cDNA da hMCADwt no vector de expressão pET28a(+) 
O vector de expressão pET28a(+) encontrava-se disponível laboratório na forma do 
construct pET28-hE1αwt contendo o cDNA da subunidade E1α do enzima Piruvato 
Desidrogenase (ver Material e Métodos; Anexo 5). Foi então necessário obter o fragmento 
de DNA referente ao vector parental pET28a(+) a partir do construct pET-hE1αwt e o cDNA 
da hMCADwt que se encontrava clonado no construct pWTd (ver Material e Métodos; Anexo 
4). Para tal foram utilizados os enzimas de restrição NdeI e HindIII (Anexos 4 e 5). A 
eficácia das reacções de hidrólise foi avaliada por identificação nos produtos da reacção 
dos fragmentos com os seguintes tamanhos: cDNA da E1α (1100 pb) e pET28a(+) (5324 
pb); cDNA hMCADwt+6xHis (1209 bp) e pBlueScript KS II (-) (2961pb) (resultados não 
apresentados). Os fragmentos correspondentes ao cDNA hMCADwt e ao vector pET28a(+) 
foram purificados seguindo-se a sua ligação nas proporções molares vector:insert 1:1 e 1:3 
e posterior transformação de células E.coli Top10 com o produto resultante.  Foram obtidos 
transformantes em ambos os casos pelo que uma vez que a probabilidade da eficácia da 
ligação é maior para uma maior concentração de insert vs. vector (razão molar 1:3) optou-
se por preparar DNA plasmídico de cada uma dessas colónias para posterior a confirmação 
da eficácia da reacção de ligação (ver Materiais e Métodos). Esta confirmação fez-se por 
meio de ensaios de restrição para o qual foi escolhido o par de enzimas de restrição HindIII 
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e NdeI e o enzima EcoRV. O perfil de restrição do construct com HindIII e NdeI corresponde 
ao vector parental pET 28a(+)(5324 pb) e ao cDNA da hMCADwt+6xHis (1209 pb), 
representando portanto uma reacção de ligação eficaz.  
O enzima EcoRV, reconhece apenas um local na sequência do pETMCADwt, originando 
assim apenas fragmento com o tamanho total do construct, i.e. ~ 6,5 kb. A análise do gel 
(Fig. 8) permite concluir que a reacção de ligação foi eficaz.  
 
 
 
 
Figura 8. Verificação da eficácia da ligação entre o 
vector pET28(+) e o cDNA da hMCADwt através da 
reacção de hidrólise do produto de ligação com HindIII e 
NdeI (A) e EcoRV (B).   ND – Não digerido; M – 
Marcador de massas moleculares 1 Kb DNA ladder ; 
Perfil electroforético em gel de TAE-agarose a 0,8% 
corado com brometo de etídio (0,5 µg/mL gel); New 
England Biolabs Inc.). 
 
 
                                                                                           
A correcta clonagem do cDNA da hMCADwt no vector pET28a(+) foi confirmada por 
sequenciação  (Fig. 9). 
4.2.2. Expressão e purificação da proteína recombinante hMCADwt  
O construct pETMCADwt (Fig.10) desenvolvido foi usado para transformar células de E.coli 
BL21(DE3) [destinadas a ser utilizadas com o vector pET28a(+)] com vista à expressão da 
proteína recombinante hMCADwt.  
A indução seguiu as condições atrás descritas (1 mM de IPTG, 4h, 30ºC), as quais foram 
escolhidas com base na experiência adquirida no laboratório na produção da proteína 
hMCADwt utilizando o construct pWTd. De igual forma optou-se por testar inicialmente o 
protocolo de purificação C por IMAC por este ter revelado melhores resultados em termos 
de rendimento e grau de pureza da proteína recombinante expressa com o construct pWTd.  
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Figura 9. Sequenciação do construct pETMCADwt. A. Extremidade 5’ do cDNA da hMCADwt com oligonucleótido 
SeqVecMCAD_R (visualização da cadeia complementar); e B. Extremidade 3’ do cDNA da hMCADwt com o 
oligonucleótido MCApoIS (visualização da sequência nativa); RBS – Ribosome Binding Site; KAN – Lisina-
Alanina-Asparagina, primeiros aminoácidos da hMCADwt; 6xHis – cauda de poli-histidinas; Codão stop – TAA; 
YKN – Tirosina-Lisina-Asparagina, últimos aminoácidos da hMCADwt; MCS – sítio de clonagem múltiplo.  
 
 
 
Figura 10. Mapa do construct pETMCADwt.  
 
 
 
A análise electroforética por SDS-PAGE a 10% das fracções obtidas utilizando este 
protocolo de purificação permitiu-nos concluir que tal como esperado se obtém um elevado 
rendimento para a proteína recombinante expressa utilizando o vector de expressão 
pET28a(+) versus a expressão com o construct pWTd. Curiosamente, o comportamento 
cromatográfico é também diferente uma vez que com o sistema pETMCADwt e o protocolo C 
de purificação a proteína é eluída em 6 fracções (2503 a 5003; Anexo 6 – Fig. I) em vez de 
apenas 1-2 fracções no caso do sistema pWTd (2501 e 2502; resultados não apresentados). 
Este dado sugere uma diferente conformação da proteína produzida com o construct 
pETMCADwt com maior exposição do seu péptido de fusão 6xHis. 
Y     K    N 6xHis
cDNA
HindIII
Stop
MCS
vector
B 
Promotor T7
RBS NdeI K     A    NVector cDNA
A 
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Na presença destes dados optou-se por testar o protocolo B de purificação, que se havia 
mostrado menos eficaz para a produção de hMCADwt recombinante com o construct pWTd. 
Na Fig. 11 encontram-se os resultados obtidos para a purificação da proteína recombinante 
hMCADwt utilizando este protocolo onde é possível verificar que tal como desejado, a 
proteína purificada é eluída em apenas duas fracções com a concentração de 500 mM de 
Imidazol (EB1 e EB2; a fracção correspondente à fracção WB5 foi contaminada com fracção 
EB1). As fracções EB1 e EB2 foram combinadas e dialisadas para remoção do imidazol para 
posterior análise quantitativa e caracterização funcional. 
A quantificação proteica das soluções de proteínas dialisadas permitiu determinar um 
conteúdo em proteína total de 1,3 ± 0.75 mg/mL (n=3). A análise densitométrica (Image J 
1.43U, NIH) dos géis SDS-PAGE obtidos permitiu avaliar o grau de pureza da proteína 
recombinante purificada em 89 ± 5,6 % (n=3) permitindo assim determinar que o rendimento 
obtido foi de 2,3 ± 1,3 mg/L cultura. 
Figura 11. Análise electroforética por SDS-PAGE a 10% das fracções resultantes da purificação por IMAC da 
proteína recombinante hMCADwt_6xHis após expressão em E.coli BL21(DE3) com o construct pETMCADwt a 
30ºC, 4h, 1 mM IPTG, e utilizando o Protocolo B para a purificação (ver Materiais e Métodos para mais 
detalhes). M – NZY Colour Protein Marker (NZYtech); FT – Flowthrough; SB – starting buffer, tampão lavagem 
sem Imidazol (Imi); WB – tampão lavagem com 70 mM Imi; EB – tampão de eluição com 500 mM Imi . Exemplo 
de SDS-PAGE típico (n=3). 
De notar que a proteína eluída antes e após diálise apresenta coloração amarela, o que 
constitui prova da manutenção da ligação do FAD à enzima nestas condições de expressão 
e purificação. 
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4.2.3. Determinação da actividade enzimática e dos parâmetros cinéticos de 
hMCADwt (pETMCADwt) 
A determinação da actividade enzimática da hMCADwt recombinante baseou-se no método 
descrito por Zeng e Li [28] (ver Material e métodos 3.2.6). O método demonstrou ser linear 
numa gama de concentrações de proteína de 2 µg a 20 µg (resultados não apresentados). 
A actividade específica da hMCADwt recombinante foi de 0.981 µmol.min-1.mg-1 (Fig. 12). A 
produção de uma forma recombinante de MCAD humana activa revela que o péptido de 
fusão hexahistidil localizado a C-terminal da proteína não afecta o sítio catalítico do enzima. 
Figura 12. Variação em função do tempo da 
absorvência a 600 nm do par PMS/DCIP na 
presença/ausência de 33 µM de Octanoil-
CoA (C8-CoA) utilizando 4 µg de hMCADwt 
recombinante. Representação dos dados 
obtidos em uma de duas experiências 
efectuadas em duplicado.  
 
Os parâmetros cinéticos - KM e Vmax – foram determinados utilizando uma gama de 
concentrações de substrato de 0 a 100 µM. Do ponto de vista da cinética a hMCADwt 
demonstrou, como esperado, um comportamento Michaeliano (Fig. 13A). A determinação 
dos seus parâmetros KM e Vmax foi feita pela ponderação das três linearizações – 
Lineweaver-Burk (Fig.13B), Eadie-Hofstee e Hanes (Anexo 6 - Fig.II A e B). O enzima 
apresenta, nas condições utilizadas, uma afinidade para o octanoil-CoA de 6,57 µM e um 
Vmax de 1,33 µmol.min
-1.mg-1 (Hyper 32, versão 1.0.0). 
4.2.4. Caracterização funcional da proteína recombinante p.G377V 
A avaliação do efeito causador de doença das duas novas mutações detectadas neste 
trabalho iniciou-se pela expressão, purificação e caracterização da proteína p.G377V 
resultante da mutação no exão 12, c.1205G>T. A decisão desta escolha baseou-se no facto 
desta mutação, que teoricamente se prevê severa pela localização vizinha do codão mutado 
relativamente ao sítio de ligação do substrato e do cofactor à MCAD, se encontrar num 
doente em heterozigotia com a mutação c.985A>G, associada a alteração no folding e 
oligomerização da proteína mutante resultante [20]. Adicionalmente, este mesmo doente 
apresenta em cis uma mutação silenciosa descrita com um potencial efeito protector [36] o 
que poderá ser corroborado pelos níveis de C8-carnitina e da razão C8/C10 aparentemente 
mais moderados do que os observados em homozigotos para a mutação mais frequente.  
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Figura 13. Caracterização cinética da 
hMCADwt recombinante produzida 
utilizando o construct  pETMCADwt em 
células de E.coli BL21 (DE3) a 30ºC, 
durante 4h, na presença de 1 mM de 
IPTG e recorrendo ao Protocolo B de 
purificação . Ver material e métodos para 
mais detalhes A. Variação da Velocidade 
inicial (µmol.mg-1.min-1) em função da 
concentração de substrato (µM) para a 
reacção de desidrogenação do substrato 
octanoil-CoA catalisada pelo enzima 
hMCADwt recombinante.; B – 
Linearização de Lineweaver-Burk, 1Vo vs. 
1/[S];  
 
 
 
4.2.5. Mutagénese dirigida do plasmídeo pETMCADwt para a inserção da mutação 
c.1205G>T no cDNA da hMCADwt  
O construct pETMCADwt desenvolvido neste trabalho (Fig. 10) foi alterado por mutagénese 
dirigida para a introdução da mutação c.1205G>T no cDNA da hMCADwt. O rastreio da 
correcta introdução desta mutação pontual foi realizado por hidrólise com o enzima de 
restrição RsaI de uma alíquota de DNA plasmídico preparado a partir dos transformantes 
obtidos pós-reacção de mutagénese. Este enzima apresenta no construct pETMCADwt 6 
locais de restrição originando os fragmentos 1760, 1305, 1231, 1108, 858, 208 e 49 bp, 
respectivamente. A introdução da mutação c.1205G>T vai eliminar um local de restrição 
passando a existir apenas no pETMCADwt mutagenizado – pETMCADG377V - os fragmentos 
1760, 1305, 1231, 1108, 907 e 208 bp. Como se comprova pela análise do perfil 
electroforético em gel TBE-agarose a 1% dos produtos da reacção de hidrólise, 3 dos 5  
transformantes obtidos (1,2 e 6) continham a mutação introduzida, isto é a eficácia da 
reacção de mutagénese foi de 60% (Fig. 14). 
A eficácia da reacção de mutagenése foi confirmada por sequenciação do DNA plasmídico 
preparado a partir do transformante 6 (Fig. 15). 
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Figura 14. Rastreio da eficácia da reacção de 
mutagénese dirigida para inserção da mutação 
c.1205G>T no cDNA do hMCADwt por hidrólise com 
RsaI de DNA preparado a partir  de 5 
transformantes. O aparecimento da banda de 907 
bp e desaparecimento da banda de 858 bp 
(pETMCAdwt) indica eficácia da mutagénese; 1-3 e 
5-6 – DNA plasmídico de transformantes obtidos 
após reacção de mutagénese; 4 – pETMCADwt; M – 
1 kb DNA Ladder(New England Biolabs Inc.)  
 
 
Figura 15. Sequenciação do vector pETMCADwt 
mutagenizado (pETMCADG377V) para a 
introdução da mutação pontual c.1205G>T no 
cDNA da hMCADwt  (Stabvida).  
4.2.6. Expressão e purificação da proteína recombinante hMCADG377V  
O construct pETMCADG377V obtido por mutagénese do vector pETMCADwt foi usado para 
transformar células de E.coli BL21(DE3) com vista à expressão da nova variante p.G377V. 
A indução seguiu as condições descritas para o vector selvagem. De igual forma optou-se 
por aplicar o protocolo de purificação B por IMAC por este ter revelado melhores resultados 
em termos de perfil de eluição da proteína recombinante selvagem. No entanto da análise 
do perfil electroforético por SDS-PAGE a 10% das fracções obtidas utilizando este protocolo 
de purificação verificou-se que a proteína era praticamente eluída nas primeiras fracção do 
tampão de lavagem (WB1; Anexo 6-Fig. III). 
Perante estes dados optou-se por avaliar a eficácia do protocolo C na purificação da 
proteína recombinante p.G377V (Fig. 16). Também neste caso o comportamento 
cromatográfico da nova variante não foi o desejável pois tal como se havia verificado para a 
forma selvagem purificada com este protocolo a proteína é eluída em 6 fracções (2502 a 
5002), situação que obrigou à combinação das fracções de proteínas purificada e à sua 
concentração após diálise.  
A quantificação proteica da solução de proteína mutante recombinante p.G377V permitiu 
determinar um conteúdo em proteina total de 0,578 mg/mL. A análise densitométrica (Image 
J 1.43U, NIH) dos géis SDS-PAGE obtidos permitiu avaliar o grau de pureza da proteína 
 M      1     2       3     4       5       6    
 mutante em cerca de 80% permitindo assim 
ou seja cerca de 40 a 70% do rendimento obtido para a forma selvagem.
Figura 16. Análise electroforética por SDS
proteína recombinante hMCADG377V 
4h, 1 mM IPTG, e utilizando o Protocolo C para a purificação (ver Materiais e Métodos para mais detalhes). 
NZY Colour Protein Marker (NZYtech); FT 
De notar que no caso da variante 
diálise apresentava coloração 
comprometimento da ligação do 
condições de expressão e purificação
funcionalidade. 
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 utilizadas, o que se poderá reflectir na sua 
mática da hMCADG377V (pETMCAD
hMCADG377V recombinante 
A actividade específica da hMCADwt 
-1.mg-1 , ou seja cerca de 27% da actividade da forma 
caracterização 
ade residual da forma p.hMCADG377V 
causa de
 
s e Genética, iMed.UL, FFUL.  
 (n=60) são homozigóticos para o alelo G985
uma característica dos países do Sul da Europa 
31 
mg/L cultura 
 
 pETMCADwt a 30ºC, 
M – 
 e/ou nas 
G377V) 
foi efectuada tal 
cinética desta 
inferior a 30% da 
 MCADD. 
D referenciada ao 
, dos quais 
[35]. 
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Tal como já observado em outras populações onde a mutação missense c.985A>G é a mais 
frequente, também aqui se observou que esta mutação está sempre as sociada ao 
haplotipo H1,  referente aos polimorfismos intragénicos do gene ACADM para os enzimas 
BamHI (1), PstI (1) e TaqαI (2), podendo este haplotipo surgir também em alelos normais 
(51%). Os estudos de caracterização dos haplotipos no locus do gene ACADM, permitiram 
ainda a descoberta de 2 haplotipos, H5 (122) e H6 (212), ainda não descritos. 
Dois novos alelos mutantes foram identificados na população de doentes com MCADD 
estudada, T503 e T1205. Uma potencial associação entre os diferentes haplotipos e as 
duas novas mutações encontradas neste trabalho deverá ser avaliada. 
Apesar de todos os esforços envolvidos na recolha de dados clínicos, epidemológicos e 
bioquímicos, este estudo não foi conclusivo no sentido do estabelecimento de uma potencial 
relação genótipo/fenótipo ou fenótipo clínico/fenótipo bioquímico. Não só porque é baixo 
número de doentes com mutações menos frequentes mas também porque será necessário 
complementar a informação relativa à população de doentes com dados que contribuam 
para um melhor conhecimento da população estudada (ex. gravidez, peso`, 
desenvolvimento cognitivo/social,  perfil de acilcarnitinas completo e sintomatologia). 
O sistema de expressão heteróloga desenvolvido permitiu a produção de uma forma 
recombinante da hMCADwt com elevado rendimento e grau de pureza que poderá ser 
utilizada na caracterização funcional de formas mutantes da hMCADwt como a variante 
p.G377V. Os dados experimentais obtidos parecem confirmar o efeito causador de doença 
da mutação c.1205G>T, o que em si não constitui total surpresa, devido à grande 
proximidade entre o resíduo Gly377 e o resíduo Glu376, este último envolvido juntamente 
com o anel de flavina do FAD na ligação do substrato ao enzima. Será no entanto 
fundamental a caracterização cinética e estrutural (ex. perfil de oligomerização e 
estabilidade) da variante p.G377V para melhor estimar o seu carácter patogénico. Uma vez 
que a proteína p.G377V não apresentava a cor amarela característica da presença de FAD 
no enzima será importante a avaliação do conteúdo em cofactor na proteína mutante vs. a 
forma selvagem. Uma vez que esta proteína é causada por uma mutação identificada num 
doente em heterozigotia com a mutação mais frequente, será ainda interessante proceder à 
co-expressão das variantes p.G377V e p.K304E, com vista à avaliação de uma potencial 
complementação interalélica. Ainda neste contexto, deverá igualmente ser avaliado o papel 
da mutação silenciosa c.315 A>C identificada em cis com a mutação c.1205G>T.Os dados 
obtidos poderão contribuir para um melhor conhecimento das bases moleculares 
subjacentes à MCADD e a longo prazo promover o desenvolvimento de novas estratégias 
terapêuticas para esta doença hereditária do metabolismo.    
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Sequência do mRNA da hMCADwt (NCBI NM_000016) 
 
  1  CGGCGCCGGG GACCGCTGCC ACCCCGCCTA GCGCAGCGCC CCGTCCTTCC  
  51 GCAGCCCAAC CGCCTCTTCC CGCCCCGCCC CATCCCGCCC ACGGGCTCCA  
 101 GTGGGCGGGA CCAGAGGAGT CCCGCGTTCG GGGAGTATGT CAAGGCCGTG  
 151 ACCCGTGTAT TATTGTCCGA GTGGCCGGAA CGGGAGCCAA CATGGCAGCG  
 201 GGGTTCGGGC GATGCTGCAG GGTCCTGAGA AGTATTTCTC GTTTTCATTG 
 251 GAGATCACAG CATACAAAAG CCAATCGACA ACGTGAACCA GGATTAGGAT 
 301 TTAGTTTTGA GTTCACCGAA CAGCAGAAAG AATTTCAAGC TACTGCTCGT 
 351 AAATTTGCCA GAGAGGAAAT CATCCCAGTG GCTGCAGAAT ATGATAAAAC   
 401 TGGTGAATAT CCAGTCCCCC TAATTAGAAG AGCCTGGGAA CTTGGTTTAA  
 451 TGAACACACA CATTCCAGAG AACTGTGGAG GTCTTGGACT TGGAACTTTT  
 452 GATGCTTGTT TAATTAGTGA AGAATTGGCT TATGGATGTA CAGGGGTTCA 
 501 GACTGCTATT GAAGGAAATT CTTTGGGGCA AATGCCTATT ATTATTGCTG 
 551 GAAATGATCA ACAAAAGAAG AAGTATTTGG GGAGAATGAC TGAGGAGCCA 
 601 TTGATGTGTG CTTATTGTGT AACAGAACCT GGAGCAGGCT CTGATGTAGC  
 651 TGGTATAAAG ACCAAAGCAG AAAAGAAAGG AGATGAGTAT ATTATTAATG 
 701 GTCAGAAGAT GTGGATAACC AACGGAGGAA AAGCTAATTG GTATTTTTTA  
 751 TTGGCACGTT CTGATCCAGA TCCTAAAGCT CCTGCTAATA AAGCCTTTAC   
 801 TGGATTCATT GTGGAAGCAG ATACCCCAGG AATTCAGATT GGGAGAAAGG 
 851 AATTAAACAT GGGCCAGCGA TGTTCAGATA CTAGAGGAAT TGTCTTCGAA  
 901 GATGTGAAAG TGCCTAAAGA AAATGTTTTA ATTGGTGACG GAGCTGGTTT  
 951 CAAAGTTGCA ATGGGAGCTT TTGATAAAAC CAGACCTGTA GTAGCTGCTG  
1001 GTGCTGTTGG ATTAGCACAA AGAGCTTTGG ATGAAGCTAC CAAGTATGCC  
1051 CTGGAAAGGA AAACTTTCGG AAAGCTACTT GTAGAGCACC AAGCAATATC  
1151 ATTTATGCTG GCTGAAATGG CAATGAAAGT TGAACTAGCT AGAATGAGTT 
1201 ACCAGAGAGC AGCTTGGGAG GTTGATTCTG GTCGTCGAAA TACCTATTAT  
1251 GCTTCTATTG CAAAGGCATT TGCTGGAGAT ATTGCAAATC AGTTAGCTAC  
1301 TGATGCTGTG CAGATACTTG GAGGCAATGG ATTTAATACA GAATATCCTG  
1351 TAGAAAAACT AATGAGGGAT GCCAAAATCT ATCAGATTTA TGAAGGTACT  
1401 TCACAAATTC AAAGACTTAT TGTAGCCCGT GAACACATTG ACAAGTACAA  
1451 AAATTAAAAA AATTACTGTA GAAATATTGA ATAACTAGAA CACAAGCCAC      
1501 TGTTTCAGCT CCAGAAAAAA GAAAGGGCTT TAACGTTTTT TCCAGTGAAA  
1551 ACAAATCCTC TTATATTAAA TCTAAGCAAC TGCTTATTAT AGTAGTTTAT 
1601 ACTTTTGCTT AACTCTGTTA TGTCTCTTAA GCAGGTTTGG TTTTTATTAA  
1651 AATGATGTGT TTTCTTTAGT ACCACTTTAC TTGAATTACA TTAACCTAGA  
1701 AAACTACATA GGTTATTTTG ATCTCTTAAG ATTAATGTAG CAGAAATTTC  
1751 TTGGAATTTT ATTTTTGTAA TGACAGAAAA GTGGGCTTAG AAAGTATTCA 
1801 AGATGTTACA AAATTTACAT TTAGAAAATA TTGTAGTATT TGAATACTGT 
1851 CAACTTGACA GTAACTTTGT AGACTTAATG GTATTATTAA AGTTCTTTTT  
1901 ATTGCAGTTT GGAAAGCATT TGTGAAACTT TCTGTTTGGC ACAGAAACAG 
1951 TCAAAATTTT GACATTCATA TTCTCCTATT TTACAGCTAC AAGAACTTTC  
2001 TTGAAAATCT TATTTAATTC TGAGCCCATA TTTCACTTAC CTTATTTAAA  
2051 ATAAATCAAT AAAGCTTGCC TTAAATTATT TTTATATGAC TGTTGGTCTC 
2101 TAGGTAGCCT TTGGTCTATT GTACACAATC TCATTTCATA TGTTTGCATT  
2151 TTGGCAAAGA ACTTAATAAA ATTGTTCAGT GCTTATTATC AT 
 
Legenda:  Fragmento do cDNA da hMCADwt madura; Sequência codificante do péptido sinal 
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Anexo 2. Sequência da proteína hMCADwt (NCBI NP_000007) 
 
  1 MAAGFGRCCR VLRSISRFHW RSQHTKANRQ REPGLGFSFE FTEQQKEFQA  
 51 TARKFAREEI IPVAAEYDKT GEYPVPLIRR AWELGLMNTH IPENCGGLGL  
101 GTFDACLISE ELAYGCTGVQ TAIEGNSLGQ MPIIIAGNDQ QKKKYLGRMT  
151 EEPLMCAYCV TEPGAGSDVA GIKTKAEKKG DEYIINGQKM WITNGGKANW  
201 YFLLARSDPD PKAPANKAFT GFIVEADTPG IQIGRKELNM GQRCSDTRGI  
251 VFEDVKVPKE NVLIGDGAGF KVAMGAFDKT RPVVAAGAVG LAQRALDEAT       
301 KYALERKTFG KLLVEHQAIS FMLAEMAMKV ELARMSYQRA AWEVDSGRRN  
351 TYYASIAKAF AGDIANQLAT DAVQILGGNG FNTEYPVEKL MRDAKIYQIY  
401 EGTSQIQRLI VAREHIDKYK N 
 
Legenda: Péptido sinal (25 aminoácidos); Proteína madura 
iii 
 
Anexo 3. Condições de PCR e oligonucleótidos utilizadas na amplificação de fragmentos 
específicos do gene ACADM 
 
Tabela I: Condições de PCR para a amplificação de fragmentos específicos do gene ACADM. 
Programa 
PCR 
Condições 
A 1 ciclo 94ºC/5’, 58ºC/1’, 72ºC/1.5’ // 30 ciclos 94ºC/40’’, 58ºC/40’’, 72ºC/1.5’ // 1 ciclo 72ºC/5’ 
B 1 ciclo 92ºC/5’, 62ºC/1’, 72ºC/1.5’// 30 ciclos 92ºC/1.5’, 62ºC/40’’, 72ºC/1.5’ // 1 ciclo 72ºC/5’ 
C 1 ciclo 92ºC/5’, 60ºC/1’, 72ºC/1.5’//30 ciclos 92ºC/1.5’, 60ºC/40’’, 72ºC/1.5’ // 1 ciclo 72ºC/5’ 
D 1 ciclo 94ºC/5’, 60ºC/1’, 72ºC/1.5’//30 ciclos 94ºC/1.5’, 60ºC/40’’, 72ºC/1.5’ // 1 ciclo 72ºC/5’ 
E 1 ciclo 94ºC/5’, 58ºC/1’, 72ºC/1.5’//30 ciclos 94ºC/1.5’, 58ºC/40’’, 72ºC/1.5’ // 1 ciclo 72ºC/5’ 
 
Tabela II: Oligonucleótidos utilizados na amplificação dos 12 exões do gene ACADM.  
Oligonucleótido Exão 
Sequência 
(5’-3’) 
Produto PCR 
(bp) 
 
Programa PCR 
1S 
1AS 
1 
GGGAGTATGTCAAGGCCGTG 
CCACAATACCCATGTTCCAGC 
140 D 
2S 
2AS 
2 
ACCACTTGCTGTACTCACTTATG 
CCAAACAAACATATAAAGCTTCA 
248 E 
3-4S 3-4 
GGACATTTTTCCTTGTTATCC 
TCCAAAAGTGGGCAAACACT 
485 D 
5S 
5AS 
5 
ACCTTTATTTCTATTGTGATGTACTAC 
TCTTCTAAAAATCCAACTTCTTCAGG 
246 E 
6S 
6AS 
6 
CATTTTGAATTATAGCATCTCTGA 
TGAAAAGGAGAAATAGCACCT 
229 E 
7S 
7AS 
7 
CAATCCTGTTTCCAAACAGTCA 
CAAACATACCTTAACTGTAGTGG TTT 
310 E 
8S 
8AS 
8 
GGTAATAATAATTGGGATTGTTAAGAG 
TTTACTCCAACTTAATACAAACAAATG 
360 E 
9S 
9AS 
9 
TGCAGCAAGTCATGAAACAGTG 
GATTCCTATAAAGGCTATGAACCCA 
 
261 E 
10S 
10AS 
10 
CTCCCAAACATAGACACTTAGGC 
GAATATGAGGGTCTTTACATTTGAACA 
 
228 E 
11S 
11AS 
11 
ACA TAG CAA GCC CCC GTC ACT 
ATCAGAAATCCACGTTGTCA 
422 E 
12S 
12AS 
12 
ATT ACA ACA CAC CTT ATG CTA CTG 
AGTAAAGTGGTACTAAAGAAAACACATC 
392 E 
 Anexo 4. Mapa do vector de expressão pBlueScript II KS(
construct pWTd  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
-) (Stratagene, EUA) e do 
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pET28-hE1αwt
 
Anexo 5. Mapa do vector de expressão pET28a(+)(Novagen, Merck KGaA) e do construct 
pET-hE1αwt 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 Anexo 6. Dados Suplementares
 
Figura I. Análise electroforética por SDS
proteína recombinante hMCADwt_6xHis após expressão em 
30ºC, 4h, 1 mM IPTG, e utilizando o Protocolo C para a purificação (ver Materiais e Métodos para mais 
detalhes). M – NZY Colour Protein Marker (NZYtech); FT 
Figure II. Caracterização cinética da hMCAD
células de E.coli BL21 (DE3) a 30ºC, durante 4h, na presença de 1 mM de IPTG e recorrendo ao Protocolo B de 
purificação . Ver material e métodos para mais detalhes 
Linearização de Hanes, [S]/Vo vs. [S].
 
 
 
 
 
 
 
Figura III. Análise electroforética por SDS
proteína recombinante hMCADG377V
30ºC, 4h, 1 mM IPTG, e utilizando o Protocolo B para a purificação (ver Materiais e Métodos para mais 
detalhes). M – NZY Colour Protein Marker (NZYtech); FT 
sem Imidazol (Imi); WB – tampão lavagem com 70 mM Imi; EB 
 
M  FT   201M
 
-PAGE a 10% das fracções resultantes da purificação por IMAC da 
E.coli BL21(DE3) com o construct
– Flowthrough. 
wt recombinante produzida utilizando o construct
A- Linearização de Eadie-Hosfte
 
-PAGE a 10% das fracções resultantes da purificação por IMAC da 
 após expressão em E.coli BL21(DE3) com o construct
– Flowthrough; SB – starting buffer
– tampão de eluição com 500 mM Imi .
202 401 402 2501 2502 M 2503 2504 250550015002 500
vi 
B
 
 pETMCADwt a 
  pETMCADwt em 
e, Vo vs. Vo/[S]; B – 
 pETMCADG377V,  a 
, tampão lavagem 
35004
